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RESUME - L'évolution des asques et des ascospores, ainsi que les paraphyses de Morchella 
deliciosa sont examinées en microscopie électronique à transmission. Les ascospores se forment 
classiquement à partir de la fragmentation d'une vésicule ascale. La paroi ascosporale comporte 
de l'intérieur vers l'extérieur: une épispore régulière et stratifiée, une exospore formant une Ome- 
mentation peu développée, une périspore et une ectospore. 


ABSTRACT - Evolution of asci and ascospores as well m paraphyses are studied with trans- 
mission electron microscope in Morchella deliciosa Fr. Ascospores are delimited in the classical 
way by fragmentation of an ascus vesicle. Ascospore wall comprises from the interior to the exte- 
rior: m regular layered epispore, an exospore which forms small ornaments, m perispore and mm ec- 
tospore. 
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Morchella deliciosa Fr., l'une des plus savoureuses Morilles, est une espèce 
cosmopolite, répandue dans toute la France, de la plaine jusqu'en montagne, mais 
également connue dans divers autres pays d'Europe, en Inde, etc. 


Des récoltes répétées nous ont permis d'effectuer diverses observations micro- 
scopiques. Les unes, en microscopie photonique, ont porté sur l'organogénèse dans 
l'espoir de préciser davantage la position des Morilles au sein des Pézizales. Les au- 
tres, que nous présentons dans cet article, ont été effectuées en microscopie 
électronique par transmission et sont relatives aux asques. Elles pourraient constituer le 
point de départ d'une étude comparative de diverses espèces de Morchella, afin de cla- 
rifier la taxonomie de ce genre, encore très confuse. C'est ainsi que pour la Morille 
étudiée, il s'agit, selon les auteurs, soit de l'espèce Morchella deliciosa Fr. (Fries, 
1846-1849; Boudier, 1897; Grelet, 1932-1959; Jacquetant, 1984) soit d'une variété de 
M. conica: M. conica Pers. var. deliciosa Fr. (Breitenbach & Kränzlin, 1981). 
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MATERIEL ET METHODES 


Les échantillons étudiés ont été récoltés dans le sud de la Picardie 
(département de l'Oise), région de faible altitude (50 à 60 m), sur des coteaux calcaires 
exposés au Sud-Ouest, herbeux où peu densément boisés, au cours des hivers 1989 à 
1991. Hs ont été traités par les méthodes cytologiques classiques: double fixation par 
le glutaraldéhyde à 6% et le tétroxyde d'osmium à 2%, avec tampon de Sörensen, in- 
clusion dans la résine de Spurr (1969). Les coupes, effectuées à l'aide d'un 
ultramicrotome Reichert OMU 3, ont été contrastées par l'acétate d'uranyle et le citrate 
de plomb (18 minutes) ou traitées par la technique de Thiéry (1967); des coupes semi- 
fines, colorées par la pyronine, ont été observées au microscope photonique. Les ob- 
servations en microscopie électronique ont été faites à l'aide d'un microscope Philips 
30.15 sous une tension d'accélération de 80 kV. 


RÉSULTATS 


L'hyménium qui tapisse la surface des alvéoles est dense et formé d'asques, fs- 
sus de l'appareil sporophytique, et de paraphyses. 


1. L'appareil sporophytique 


Situé à la base de l'hyménium, il se distingue aisément de la partie inférieure 
des asques et des paraphyses par la forme de ses éléments et leur contenu, II apparaît 
constitué de vésicules irrégulièrement boursouflées, ramifiées, et de boyaux fortement 
constriciės par endroits (fig. 1); au niveau de ces constrictions la paroi présente un 
début d'invagination, comme lors de la formation d'un septum classique, mais la com- 
munication entre les deux articles successifs demeure toujours très large. Le contenu 
des éléments sporophytiques comprend plusieurs petits noyaux, de nombreuses 
vacuoles de taille irrégulière et un cytoplasme dense et finement granuleux. 


2. Les jeunes asques 


Ils se forment suivant plusieurs processus (Chadefaud, 1949), la formation par 
l'intermédiaire d'un crochet dangeardien (fig. 1) étant la plus rare. En microscopie 
électronique les jeunes asques se reconnaissent à leur contenu: le cytoplasme finement 
granuleux comprend de nombreuses petites vacuoles renfermant très souvent un globu- 
le opaque. La base des asques est en relation avec la cellule distale d'une hyphe 
ascogène par un pore généralement obturé du côté de l'asque par une formation 
tronconique relativement opaque (fig. 2). 


Très rapidement les asques deviennent longuement cylindriques, mais 
légèrement amincis vers la base. Leur volume est presque entièrement occupé par des 
vacuoles de taille diverse, contenant ou non un globule opaque. On peut noter que ces 
formations ont été également observées dans les asques jeunes d'autres Pézizales 
{Gibson & Kimbrough, 1988a; Kimbrough et al., 1990) et chez des Tubérales (Janex- 
Favre & Parguey-Leduc, 1976, 1983, 1988; Parguey-Leduc et al,, 1987, 1990). 


L'ensembie du noyau, volumineux, et de sa zone périnucléaire, finement gra- 
nuleuse (fig. 3), se situe vers le milieu de l'asque ou un peu plus haut. Progres- 
sivement du glycogène apparaît dans l'asque uninucléé, d'une part dans sa partie 
inférieure, au-dessous de la zone nucléaire et d'autre part dans sa partie sommitale où 
il est le plus souvent rassemblé en une masse unique (fig. 9, 10, 22), comme cela m 
déjà été observé chez Morchella esculenta et Helvella crispa (Merkus, 1976; 
Samuelson, 1978d). 
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3, L'ascosporogénèse 


Au terme du stade uninucléé, de très petits globules opaques apparaissent en 
périphérie de la zone nucléaire, entre le plasmalemme fortement sinueux à ce niveau et 
la paroi (fig. 5). Ces dépôts, très réactifs au Thiéry et donc de nature 
polysaccharidique, et les sinuosités du plasmalemme s'étendent jusqu'à former une 
mince couche (fig. 4, 6, 7). Sur le trajet du plasmalemme se différencient des 
lomasomes (fig. 6) ou des enroulements membranaires (fig. 7). Ces dépôts et 
différenciations sont en rapport avec l'édification de la vésicule ascale. 


Un peu plus tard celle-ci est formée (fig. 8}: disposée parallèlement au 
plasmalemme, à très faible distance, elle se compose de deux membranes parallèles, 
comme cela est classique chez les Euascomycètes. Elle se prolonge dans le 
cytoplasme périphérique vers le bas de l'asque et - plus longuement - vers son som- 
met, corrélativement le noyau ascal se divise (trois noyaux sont visibles sur la figure 
9) et des réserves sont synthétisées: du glycogène, qui forme une plage de plus en plus 
étendue parmi les vacuoles de la partie supérieure de l'asque et des lipides, présents 
surtout dans le cytoplasme périnucléaire faiblement vacuolisė. 


Au stade suivant (fig. 10) la vésicule ascale se subdivise et chacun des frag- 
ments formés se replie vers l'intérieur, englobant un noyau et un peu de cytoplasme. 
Ainsi ébauchée, l'individualisation des huit ascospores se poursuit: six d'entre elles 
sont visibles sur le cliché de la figure 11; fortement tassées les unes contre les autres 
elles ont alors une forme très irrégulière, leur contour dessinant des sinuosités qui, 
pour deux ascospores voisines, s'interpénètrent fréquemment. Trois des ascospores sont 
encore incomplètement délimitées (fig. 12). Chaque fragment de vésicule ascale 
refermé sur lui-même constitue finalement la paroi primordiale d'une ascospore, 
formée de deux feuillets parallèles; sur leur trajet sont souvent visibles des lomasomes 
(fig. 23) et des corps lamellaires (fig. 13). Le futur sporoplasme, entourant le noyau à 
nucléole volumineux (fig. 11) est dense, comportant de petites vacuoles claires, le plus 
souvent sans globule opaque, et des globules lipidiques (fig. 11 et 13). Des flots de 
glycogène sont présents dans l'épiplasme, appliqués contre la paroi des très jeunes 
ascospores (fig. 12 et 13). 


4. Evolution des ascospores 


Progressivement la forme de l'ascospore se régularise: elle devient globuleuse 
(fig. 14); son contenu et l'épiplasme avoisinant demeurent inchangés. 


Par la suite l'ascospore grossit et devient ellipsoïdaie (fig. 15). Corrė- 
lativement la paroi ascosporale primaire se forme, par écartement des feuillets de la 
paroi primordiale (fig. 16). D'abord peu épaisse et sinueuse, elle s'épaissit et se 
régularise. Très rapidement se différencie la partie secondaire de la paroi. La périspore 
apparaît sous forme de boursouflures du feuillet externe, qui devient l'ectospore. Ces 
boursouflures, d'abord peu saillantes et espacées (fig. 17), se dilatent et tendent à 
confluer (fig. 18). Cette périspore contient un dėpėt réticulé faiblement opaque et à sa 
base un alignement de dépôts plus sombres constituant l'exospore et délimitant, au- 
dessous, l'épispore, claire et régulière, appliquée contre le plasmalemme (fig. 18). 


Au stade adulte (fig. 19) l'épispore, toujours régulière, apparaît finement 
stratifiée et le reste de la paroi forme une omementation peu saillante, supportée par la 
partic basale, opaque, mince et régulière de l'exospore. Cette lame basale produit à 
l'intérieur de la périspore fortement rétractée des petites masses hémisphériques opa- 
ques, irrégulières, que coiffe l'ectospore, dont le contour est de ce fait fortement si- 
nueux, 
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5. Evolution de la paroi ascale 


La paroi des jeunes asques est formée de deux couches, d'abord peu distinctes 
l'une de l'autre et d'épaisseur à peu près semblable (fig. 20) puis mieux individualisées 
(fig. 21 et 22). la plus interne claire étant plus épaisse. Ultérieurement (fig. 23) cette 
couche inteme devient finement stratifiée; la couche externe plus opaque est mal 
délimitée vers l'extérieur car en continuité avec le gélin interascal. 


Vers le sommet de l'asque, au stade uninuclėė, ła paroi s'amincit progres- 
sivement: Ia couche’ externe y est d'abord seule présente (fig. 21); ensuite la couche 
interne apparaît, puis s'épaissit tout en demeurant plus mince qu'ailleurs (fig. 22). On 
peut noter que dans cette zone sommitale sont souvent visibles de nombreux 
lomasomes (fig. 21 et 22). Le futur opercule est délimité au sommet des asques Jors- 
que les ascospores sont proches de {a maturité, par amincissement annulaire de la pa- 
roi (fig. 24). 


6. Les paraphyses 


Les paraphyses, ėlėments stériles de l'hyménium, sont aisément identifiables 
par rapport aux asques. En effet, elles sont typiquement pluricellulaires, avec une 
septation particulièrement dense à la base (fig. 25), et parfois ramifiées. Leur paroi est 
formée de deux couches d'épaisseur sensiblement égale, la couche interne étant plus 
claire que la couche externe. Au niveau des septums, le pore médian demeure libre ou 
est obturé par un bouchon Opaque, plus ou moins développé (fig. 27 et 28); des 
éléments cristailins, de section allongée ou à facettes, sont fréquemment visibles autour 
du pore (fig, 26 à 28), par lequel ils peuvent passer d'une cellule à l'autre (fig. 26). 


Le contenu cellulaire des paraphyses, qui peut être très différent d'une cellule 
à la suivante, comporte très peu de glycogėne, contrairement à celui des asques (fig. 
26). 


DISCUSSION ET CONCLUSION 


Après avoir décrit nos observations en microscopie électronique sur les asques 
de M. deliciosa, il convient de les comparer à diverses données antérieures concernant 
les asques de Discomycètes (à l'exception de ceux des Inoperculés, d'un type très 
différent). 


La paroi des asques adultes comporte, comme chez ia plupart des Operculés, 
deux couches (elles-mêmes subdivisées en deux selon Bellemère, 1977), dont l'externe 
est en continuité avec un gélin interascal. Cette paroi s'amincit vers le sommet de 
l'asque où se différencie l'opercule, selon un mode voisin de celui décrit chez une au- 
tre espèce de Morille, M. esculenta (Samuelson, 1978d) et chez Otidea leporina 
(Samuelson, 1978b). Les types décrits chez les autres Pézizales (van Brummelen, 
1978; Samuelson, 1978a, b, c et d, et Samuelson et al., 1980) sont plus complexes. 


Les septums diffèrent selon leur localisation. Ceux observés chez M. deliciosa 
entre la base de l'asque et la cellule distale de l'hyphe ascogène génératrice sont plus 
simples que ceux antérieurement décrits chez diverses Pézizales (Kimbrough & Curry, 
1985, 1986; Kimbrough & Gibson, 1989, 1990; van Brummelen, 1989). Les septums 
des paraphyses sont différents. Les éléments cristallins allongés rencontrés chez 
l'espèce étudiée ont Également été observés dans les paraphyses de deux espèces de 
Gyromitre par Kimbrough (1991) et des corps hexagonaux chez Octospora euchroa 
(Kimbrough & Curry, 1986); les auteurs les interprètent comme des corps de Woronin. 
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L'ascosporogėnėse suit le processus classique des Euascomycètes avec la for- 
mation d'une vésicule ascale. Celle-ci se rompt ensuite et chaque fragment est à l'origi- 
ne de la paroi primordiale de l'une des huit ascospores. Ce processus se retrouve chez 
toutes les Pézizales qui ont été étudiées en microscopie électronique (Carroll, 1966, 
1967, 1969; Reeves, 1967; Oso, 1969; Wells, 1972; Codron, 1974; Gibson & 
Kimbrough, 1988a; Mims et al, 1990; Wu & Kimbrough, 1992). Rappelons que le 
processus d'ascosporogėnėse est totalement différent chez les Tubérales (Janex-Favre 
& Parguey-Leduc, 1976, 1983, 1988; Parguey-Leduc & Janex-Favre, 1977, 1981: 
Parguey-Leduc et al., 1987). 


L'évolution de {a paroi ascosporale est conforme à celle décrite, avec une ter- 
minologie variable selon les auteurs (pour les équivalences, voir Bellemère et al., 
1992), chez diverses Pézizales: d'abord très mince (stade primordial), elle s'épaissit 
progressivement tout en restant homogène {stade primaire) puis se subdivise (stade se- 
condaire) et sa structure se complique, Au stade terminal, bien que Les ascospores des 
Morilles soient réputées lisses, l'étude en microscopie électronique à transmission de la 
paroi ascosporale de M. deliciosa montre l'existence d'une ornementation, ce qui est en 
accord avec les observations en microscopie à balayage effectuées chez plusieurs au- 
tres espèces par Malloch (1973) et Berthet et al. (1975). Une ornementation rappelant 
celle des ascospores de M. deliciosa m été décrite chez diverses Pézizales, par exemple 
chez Gyromitra esculenta (Gibson & Kimbrough, 1988a), des Helvelles (Gibson & 
Kimbrough, 1988b), des Gyromitres du sous-genre Discina (Kimbrough et al., 1990) et 
Mycolachnea hemisphaerica (Wu & Kimbrough, 1992), mais chez ces espèces il s'agit 
seulement d'un stade intermédiaire d'évolution de l'ornementation de la paroi 
ascosporale: ultérieurement, en effet, une couche ornementale continue, régulière ou 
non, se forme par confluence des masses opaques initialement éparses. 


L'ensemble de ces comparaisons montre que l'organisation générale des asques 
de M. deliciosa est conforme à celle classiquement décrite chez les Pézizales. 
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LEGENDES DES FIGURES 


Les coupes utilisées pour cette étude ont été traitées par la technique de Thiéry, à l'ex- 
ception de celles correspondant aux clichés 16, 20 et 27, contrastées par l'acétate d'uranyle et le 
citrate de plomb. 


Sections used in this study have been treated with Thiéry's test, except those 
photographed for figures 16, 20 and 27 (poststained with uranyl acetate and tead citrate). 


Fig. 1-3: appareil sporophytique et jeunes asques. Fig. 1: boyau sporophytique et cro- 
chet dangeardien; fig. 2: septum basal d'asque; fig. 3: zone médiane d'un jeune asque au stade 
uninucléé, Echelle: 2 um (fig. 1); 1 um (fig. 2 et 3). 


Fig. 1-3: sporophytic apparatus and young asci. Fig. I: sporophytic vesicle and crozier; 
fig. 2: basal septum of an ascus; fig. 3: median area of a young uninucleate ascus. Scale: 2 pm 
(fig. 1), 1 ym (fig. 2 and 3). 


Fig. 4-7: différenciation de la vésicule ascale en périphérie de la zone nucléaire. Fig. 4 
et 5: apparition de dépôts polysaccharidiques dans l'espace pémplasmique; fig. 6: différenciation 
d'un lomasome sur le trajet du plasmalemme; fig. 7: vésicule ascale différenciée (flèches) en re- 
lation avec un énroulement membranaire. Echelle: 2 pm (fig. 4); 1 pm (fig. 5): 0.5 um (fig. 5 et 
7). 


Fig. 4-7: early formation of the ascus vesicle around the periphery of the nuclear zone. 
Fig. 4 and 5: polysaccharidic deposits in periplasmic space; fig. 6: lomasome along the 
plasmalemma; fig, 7: ascus vesicle (arrowheads) connected with a membranous coil. Scale: 2 ym 
(fig. 4); 1 pm (fig. 5); 0,5 um (fig. 5 and 7). 


Fig. 8-10; évolution de la vésicule ascale. Fig. 8: détail de la vésicule ascale (flèche): 
fig. 9: vésicule ascale en pénphérie d'un asque plurinucléé (a: noyau, g; plage de glycogéne), 
fig. 10: invaginations de la vésicule ascale (n: noyau). Echelle: 0,5 um (fig. 8); 2 um (fig. 9 et 
19). 


Fig. 8-10: ascus vesicle evolution. Fig. 8: detailed view of the ascus vesicle (arrowhead), 
fig. 9: ascus, vesicle around the periphery of a plurinucleate ascus (n; nucleus; g: glycogen); fig. 
10: invaginated ascus vesicle (1: nucleus). Scale: 6,5 pm (fig. 8): 2 um (fig. 9 and 10). 


Fig. 11-13: ascosporogénése. Fig. 11: sur le cliché trois futures ascospores apparaissent 
encore incomplètement délimitées; fig. 12 et 13: détails de la paroi primordiale de jeunes 
ascospores (asp.J, e: épiplasme. Echelle: 2 um (fig. 11); 0.25 pm (fig. 12 et 13). 


Fig. il-13: ascosporogenesis, Fig. 11: the plate shows that delimitation is not yet 
completed for three future ascospores; fig. 12 and 13: details of primordial walls in young 
ascospores {asp}; e: epiplasm. Scale: 2 um (fig. 11); 0,25 pm (fig, 12 and 13). 


Fig. 14-16; évolution des ascospores. Fig. 14: très jeune ascospore globuleuse, avec pa- 
roi primordiale; fig. 15: ascospore ellipsoidale; fig. 16: détail de la paroi primaire de deux 
ascospores. Echelle: ! pm (fig. 14 et 15); 0,5 um (fig. 16). 


Fig. 14-16: ascospore ontogeny. Fig. 14: globular very young ascospore with primordial 
wall; fig. 15: ellipsoidal ascospore; fig. 16: detailed view of the primary wall of lwo ascospores. 
Scale: 1 um (fig. 14 and 15); 0,5 um (fig. 16). 


Fig. 17-19: évolution de la paroi ascosporale. Fig. 17: formation de la partie secondaire 
de la paroi, composée de l'épispore (ep) interne, de la périspore (pe) en cours de différenciation et 
de l'ectospore fec); fig, 18: dilatation de Ia périspore et apparition de l'exospore (ex); fig. 19: pa- 
roi ascosporale adulte avec ornementation exosporale. Echelle: 0,5 ym. 


Source : MNHN, Paris 
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Fig. 17-19: development of the ascospore wall. Fig. 17: the secundary part of the wall 
comprises the nascent perispore (pe) and the ectospore (ec) onto the cpispore (ep); fig. 18: 
inflated perispore and exospore (ex) initiation, fig. 19: adult ascospore wall with exosporal 
omaments. Scale: 0,5 pm. 


Fig, 20-24: évolution de la paroi de {'asque. Fig. 20: paroi d'une très jeune asque; fig. 21 
et 22: évolution des deux couches de la paroi dans le sommet d'asques jeunes; les flèches indi- 
quent des lomasomes; fig. 23: détail d'une paroi plus âgée, fig. 24: délimitation du futur opercule 
(entre les flèches). Echelle: 0,5 jum (fig. 20 et 23), 1 jim (fig. 21 et 24); 2 lim (fig. 22). 


Fig. 20-24: development of the ascus wall. Fig. 20: wall of a very young ascus; fig. 21 
and 22: development of the two layers of the wall in the apex of young asci; fig. 23: detailed 
view of an older wall, fig. 24: the future operculum is delimited (between arrows). Scale: 0,5 
um (fig. 20 and 23); 1 um (fig. 21 and 24), 2 jum (fig. 22). 


Fig. 25-28: paraphyses. Fig. 25: partie basale d'une paraphyse; fig. 26 à 28: septums 
avec pore axial obturé ou non par un bouchon. Echelle: 3 im (fig, 25); 1 um (fig. 26 et 27): 0,5 
um (fig. 28). 


Fig. 25-28: paraphyses. Fig. 25: basal portion of a paraphysis; fig. 26-28: septa with 
axial pore free or occluded by a plug. Scale: 3 jum (fig. 25), L um (fig. 26 and 27); 0,5 um (fig. 
28). 


Source : MNHN. Paris 
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